Interaktion zwischen Sauerstoffspannung und epileptiformer Aktivität und deren Einfluss auf Zellschäden in juvenilen organotypischen hippokampalen Schnittkulturen der Ratte by Pomper, Jörn K.
Aus dem Institut für Neurophysiologie  
der Medizinischen Fakultät der Charité – Universitätsmedizin Berlin   
DISSERTATION 
Interaktion zwischen Sauerstoffspannung 
und epileptiformer Aktivität und deren 
Einfluss auf Zellschäden in juvenilen 
organotypischen hippokampalen 
Schnittkulturen der Ratte 
Zur Erlangung des akademischen Grades  
Doctor medicinae (Dr. med.) 
vorgelegt der Medizinischen Fakultät der Charité  – Universitätsmedizin Berlin 
von Jörn K. Pomper 
aus Leipzig
Dekan: Prof. Dr. med. Martin Paul 
Gutachter: 1. Prof. Dr. U. Heinemann 
  2. Prof. Dr. H. Luhmann 
  3. Prof. Wytse J. Wadman 
eingereicht:   06.06.2005 
Datum der Promotion: 16.01.2006 
 2
Abstract 
In der Pathogenese der Temporallappenepilepsie wird kindlichen hippokampalen 
Schädigungen eine wesentliche Rolle zugeschrieben. Epileptische Krämpfe und 
perinatale Asphyxie sind zwei häufige Ursachen dieser Schädigungen. Anhaltende 
epileptiforme Aktivität im Niedrig-Mg2+-Modell als einer experimentellen Form 
epileptischer Krämpfe führt in organotypischen hippokampalen Schnittkulturen (OHSK) 
der Ratte, die als Ersatzsystem des kindlichen Hippokampus verwendet werden, zu 
Zellschäden. Während dieser Untersuchungen ergab sich der Verdacht auf eine 
zusätzlich schädigende Wirkung erhöhter Sauerstoffspannungen. In meiner ersten 
Versuchsreihe konnte ich nachweisen, dass erhöhte Sauerstoffspannungen (60 %,     
95 %) verglichen mit 20%-Sauerstoffspannung zu reversiblen und irreversiblen 
Zellschäden in OHSK führen. Die Zellschäden wurden über Veränderungen 
reizinduzierter Feldpotentiale, d.h. Abnahme der Amplitude, Zunahme der Latenz und 
Zunahme des Doppelpulsindex, sowie über die Propidium Jodid (PJ)-
Fluoreszenzintensität bestimmt. In der zweiten Versuchsreihe konnte gezeigt werden, 
dass erhöhte Sauerstoffspannungen auch nach einer Hypoxie im Sinne einer 
hyperoxischen Reoxygenierung verglichen mit normoxischer Reoxygenierung vermehrt 
Zellschäden in OHSK zur Folge haben. In der dritten Versuchsreihe konnte ich 
ausschließen, dass erhöhte Sauerstoffspannungen eine notwendige Bedingung für 
Zellschäden infolge anhaltender epileptiformer Aktivität sind. Um die zellschädigende 
Rolle von Spreading Depressions (SDs), die während epileptiformer Aktivität auftreten, 
zu bestimmen, wurde in der vierten Versuchsreihe eine Methode etabliert, SD-ähnliche 
Ereignisse isoliert und zuverlässig in normoxischen OHSK auszulösen. Auf diese Weise 
wiederholt ausgelöste SD-ähnliche Ereignisse führten zu Zellschäden, bestimmt über 
die Veränderung elektrophysiologischer Eigenschaften von SD-ähnlichen Ereignissen, 
Abnahme der Feldpotentialamplitude und PJ-Fluoreszenzintensität.  
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Hirnschädigungen im Säuglings- und Kleinkindalter haben häufig schwerwiegende 
Folgen. Diese reichen von neurologischen Entwicklungsstörungen bis zu 
Defektzuständen mit geistigen und körperlichen Funktionsdefiziten, wie z.B. einer 
spastischen Tetraparese. Die Temporallappenepilepsie wird ebenfalls, basierend auf 
retrospektiven Studien, vielfältig als Folge einer kindlichen Hirnschädigung angesehen. 
Nach Mathern et al. beruht diese Hirnschädigung in ca. 50 % der Fälle auf einem 
einfachen Fieberkrampf, einem komplizierten Krampfanfall oder einem Status 
epilepticus. In ca. 10 % der Fälle liegt eine Hypoxie zugrunde [1].  
Die klinisch motivierte Forschung hat letztlich zum Ziel, therapeutische Strategien zur 
Minimierung der akuten Hirnschädigung und der pathologischen Folgen zu entwickeln. 
Voraussetzung dafür ist ein Verständnis der Schädigungsmechanismen. Die 
vorliegende Arbeit leistet dazu einen Beitrag und konzentriert sich auf zwei kindliche 
Hirnschädigungen, die mit der Temporallappenepilepsie assoziiert werden, zum einen 
anhaltende epileptische Aktivität und zum anderen perinatale Asphyxie.  
Im Hippokampus von Patienten mit Temporallappenepilepsie sind histopathologisch 
häufig Nervenzellverluste im Hilus und der CA1-Region des Cornu Ammonis (CA), 
kombiniert mit einer Gliose, zu finden. Dieser Befund wird als Ammonshornsklerose 
bezeichnet [2]. Entsprechend ist zu erwarten, dass die initiale kindliche Hirnschädigung 
ebenfalls den Hippokampus betrifft. Diese Annahme wird durch tierexperimentelle 
Arbeiten bestätigt, die eine besondere Vulnerabilität des kindlichen Hippokampus 
gegenüber anhaltender epileptischer Aktivität und Hypoxie zeigten [3, 4] .  
Zur Untersuchung von Schädigungsmechanismen im kindlichen Hippokampus eignen 
sich organotypische hippokampale Schnittkulturen (OHSK) postnataler Ratten. Das 
organotypische neuronale Netzwerk bleibt im Wesentlichen erhalten [5, 6]. OHSK 
haben gegenüber der in vivo Situation den Vorteil, dass Temperatur und 
Zusammensetzung des artifiziellen Liquors konstant gehalten bzw. manipuliert werden 
können. Weiterhin sind OHSK hochauflösenden elektrophysiologischen und 
fluoreszenzmikroskopischen Techniken zugänglich. Gegenüber akut präparierten 
Hirnschnitten besteht der Vorteil darin, dass Schädigungsmechanismen ohne 
Interferenz mit dem akuten Präparationstrauma sowie Langzeiteffekte untersucht 
werden können.  
Zellschäden in OHSK infolge Hypoxie und anhaltender epileptiformer Aktivität wurden in 
vorangegangenen Arbeiten beschrieben [7, 8, 9]. Während der Untersuchungen von 
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Kovács et al. im Niedrig-Mg2+-Modell anhaltender epileptiformer Aktivität fiel zudem auf, 
dass bereits die Aufbewahrung der OHSK in der elektrophysiologischen Messkammer 
Zellschäden zur Folge hatte. Eine mögliche Ursache dafür bestand in einer gegenüber 
den Kulturbedingungen erhöhten Sauerstoffspannung in der Messkammer. 
Daraus ergaben sich folgende Fragen:  
a) Führen erhöhte Sauerstoffspannungen per se zu Zellschäden in 
OHSK?  
b) Sind Zellschäden infolge neuronaler Hypoxie durch Reoxygenierung mit 
erhöhten Sauerstoffspannungen reduzierbar oder werden sie verstärkt? 
Erhöhte Sauerstoffspannungen in Form von 100%iger 
Sauerstoffventilation finden therapeutisch unter anderem bei der 
perinatalen Asphyxie Anwendung.  
c) Sind erhöhte Sauerstoffspannungen eine notwendige Bedingung für die 
Zellschäden infolge anhaltender epileptiformer Aktivität? 
Eine weitere unbeantwortete Frage ist die nach der spezifischen zellschädigenden 
Wirkung unterschiedlicher Typen epileptiformer Aktivität. Während der 
Schädigungsmechanismus von Krampf-ähnlichen Ereignissen im kindlichen 
Hippokampus zunehmend besser verstanden wird [10, 11], ist die potentiell 
schädigende Wirkung von Spreading Depressions (SD) im kindlichen Hippokampus 
nicht bekannt. Im Niedrig-Mg2+-Modell treten die unterschiedlichen Typen epileptiformer 
Aktivität gemischt und zeitlich nicht vorhersagbar auf. Damit ist das typspezifische 
Schädigungspotential nicht differenzierbar. Ein weiteres Ziel bestand deshalb darin, 
eine Methode zu finden, SD in OHSK reliabel auszulösen und die zellschädigende 
Wirkung wiederholt auftretender SD zu untersuchen.       
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Methodik 
Präparation und Kultivierung von OHSK  
Präparation und Kultivierung wurden entsprechend der Methode von Stoppini et al. 
durchgeführt [5]. Es wurden Wistar-Ratten beiderlei Geschlechts im Alter von 6-9 Tagen 
(P 6-9) verwendet. Die Kultivierung erfolgte für 8-13 Tage, so dass der 
Entwicklungsstand der OHSK dem postnataler Ratten im Alter von 15-20 Tagen 
entsprach. Die Sauerstoffspannung betrug unter Kulturbedingungen im Inkubator ca. 20 
%. Eine Kulturmembran enthielt je nach Experiment 2-3 OHSK. Die Dicke der OHSK 
betrug zunächst 400 μm und nahm während der Kultivierung auf 150-200 μm ab.    
 
Elektrophysiologische Messungen  
Die elektrophysiologischen Messungen wurden in einer modifizierten doppelten Zwei-
Phasen-Kammer, die das Einsetzen der Kulturmembran als Ganzes erlaubte, 
durchgeführt. Eine Phase wurde von artifiziellem Liquor gebildet, der die OHSK 
perfundierte. Die andere Phase bestand aus einem Gasgemisch, das je nach 
Experiment 20 %, 60 % oder 95 % Sauerstoff, komplementäre Anteile Stickstoff und 5 
% Kohlendioxid zur Aufrechterhaltung des pH-Wertes enthielt. Die Zwei-Phasen-
Kammer ermöglichte eine den Kulturbedingungen vergleichbare Aufbewahrung der 
OHSK. 
Es wurden extra- und intrazelluläre Ableitungen in der CA1-Region des Hippokampus 
durchgeführt. Spontane und reizinduzierte Feldpotentiale sowie extrazelluläre 
Konzentrationsveränderungen von Kalium und Calcium wurden mit ionensensitiven 
Mikroelektroden registriert und analysiert [12, 13]. 
 
Messung des Sauerstoffpartialdruckes 
Der Sauerstoffpartialdruck auf der Oberfläche und innerhalb der OHSK wurde während 
der Aufbewahrung in der elektrophysiologischen Messkammer mit einer 
sauerstoffselektiven Mikroelektrode gemessen. Zur Erstellung eines Tiefenprofils wurde 




Messung intrinsisch optischer Signale  
Die Änderung der Lichttransmission, gleichbedeutend einer Änderung des intrinsisch 
optischen Signals, wurde während SD-ähnlicher Ereignisse bestimmt. Dies diente der 
Untersuchung des Ausbreitungsmusters von SD-ähnlichen Ereignissen.  
 
Bestimmung der Zellschäden mit Propidium Jodid 
Zur Bestimmung von Zellschäden erfolgte im Anschluss an elektrophysiologische 
Messungen die Anfärbung mit Propidium Jodid (PJ). PJ ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der 
impermeabel gegenüber intakten Zellmembranen ist. Bei einer Verletzung der 
Zellmembran tritt PJ in das Zytosol und den Zellkern über und interkaliert in den DNA-
Doppelstrang. Aus PJ und DNA resultiert ein stabiler Komplex, der kaum auswaschbar 
ist. Mehrere Untersuchungen konnten eine enge Korrelation zwischen der PJ-
Fluoreszenzintensität einer Region und der mittels konventioneller Zelltodmarker 
bestimmter Anzahl durch Zelltod betroffener Zellen dieser Region nachweisen [14, 15]. 
 
Lösungen und Pharmaka 
Während der Präparation und Kultivierung von OHSK kamen Pferdeserum und übliche 
industriell angebotene Kulturlösungen zum Einsatz. Während der 
elektrophysiologischen Messungen wurden OHSK mit artifiziellem Liquor, der 
physiologische Konzentrationen von Glukose und Ionen enthielt, perfundiert. Als 
Pharmaka wurden die Glutamat-Rezeptor-Antagonisten CNQX (6-cyano-7-
nitroquinoxaline-2,3-dione, non-NMDA-Rezeptor-Antagonist) und APV (2-amino-5-
phosphonovaleric acid, NMDA-Rezeptor-Antagonist) verwendet.    
 
Statistik 
Die Messwerte sind als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes angegeben. Zum 
Gruppenvergleich wurden Rangssummentests angewendet (Kruskal-Wallis-Test, Mann-
Whithney-U-Test). Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant angesehen. Die Korrelation 
elektrophysiologischer Parameter mit der Anzahl stattgehabter SD-ähnlicher Ereignisse 




Erhöhte Sauerstoffspannungen führen zu einer Abnahme der Amplitude und 
einer Zunahme der Latenz sowie des Doppelpuls-Index reizinduzierter 
Feldpotentiale 
Zur Beantwortung der Frage, ob erhöhte Sauerstoffspannungen per se zu Zellschäden 
führen, wurden drei Gruppen von OHSK gebildet. Sie unterschieden sich in der 
Sauerstoffspannung des in der elektrophysiologischen Messkammer verwendeten 
Gasgemisches (20 %, 60 % und 95 %, siehe Abb. 1), während Vorbereitungsphase und 
elektrophysiologische Messungen identisch verliefen. Die Vorbereitungsphase umfasste 
den Transfer der OHSK aus dem Inkubator in die Messkammer, eine Äquilibrierungszeit 
von 15 min und das Positionieren von Reizelektroden (Grenze Hilus-CA3) und Kalium-
sensitiven Ableitelektroden (CA1). Während des anschließenden 90 min dauernden 
elektrophysiologischen Beobachtungszeitraumes wurden reizinduzierte schnelle 
Feldpotentiale am Beginn und am Ende sowie die spontanen Feldpotentiale und 
Ionenkonzentrationsveränderungen kontinuierlich aufgezeichnet. Bezüglich der 
reizinduzierten Feldpotentiale zeigte sich zu Beginn des Beobachtungszeitraumes kein 
signifikanter Unterschied in der maximalen Feldpotentialamplitude zwischen den 3 
Gruppen (4,15 mV ± 0,29; n = 64). Im Verlauf kam es im Gegensatz zur 20%-Gruppe 
zu einer Abnahme der Amplitude unter erhöhten Sauerstoffspannungen. Die Abnahme 
war in der 60%-Gruppe mäßig und in der 95%-Gruppe deutlich ausgeprägt. Die 
Abnahme der Feldpotentialamplitude war in der 60%-Gruppe und in der 95%-Gruppe 
gegenüber der 20%-Gruppe signifikant erhöht (siehe [16], Abb. 1 und 2A). Die Latenz 
des Feldpotentials zeigte zu Beginn ebenfalls keinen signifikanten Unterschied 
zwischen den 3 Gruppen (6,30 ms ± 0,15; n = 64). Sie nahm im Verlauf zu. Die 
Zunahme der Latenz in der 95%-Gruppe war gegenüber der 20%-Gruppe signifikant 
erhöht (siehe [16], Abb. 2C). 
Darüber hinaus wurden die reizinduzierten Feldpotentiale bezüglich des Doppelpuls-
Index, d.h. des Quotienten aus der zweiten und ersten Feldpotentialamplitude bei 
Doppelpulsreizung mit 50 ms Intervall, als Maß GABAerger Inhibition analysiert. Zu 
Beginn zeigte dieser Index eine geringe Inhibition unabhängig von der 
Sauerstoffspannung (0,81 ± 0,07; n = 61). Im Verlauf kam es zu einer gegenüber der 
20%-Gruppe signifikanten Zunahme in der 95%-Gruppe, was einen Verlust GABAerger 
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Abb. 1:  Sauerstoffpartialdrücke im Vergleich zwischen 20%- und 95%-Sauerstoffspannung und in 
Abhängigkeit von der Eindringtiefe (A) sowie im Zeitverlauf nach Umschaltung der 
Sauerstoffspannung (B) 
A: Im Tiefenprofil der Sauerstoffpartialdrücke zeigt sich eine lineare Abnahme mit zunehmender Tiefe. 
Die Messtiefe für elektrophysiologische Messungen betrug im Vergleich 50-100 μm. B: Im Zeitprofil (50 
μm Tiefe) nach Umschaltung der Begasung von 20%- auf 95%-Sauerstoffspannung (links) ausgehend 
von 87 mmHg lag das Maximum bei 595 mmHg und wurde in 2 min nahezu erreicht. Nach Umschaltung 
der Begasung von 95 % auf 20 % Sauerstoff (rechts) wurde nach 3 min das Minimum nahezu wieder 
erreicht. 
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Epileptiforme Aktivität in Abhängigkeit von unterschiedlichen 
Sauerstoffspannungen  
Während des Beobachtungszeitraumes trat in einigen OHSK spontane und 
reizinduzierte epileptiforme Aktivität auf. Diese wurde nach Kovács et al. [9] in SD-
ähnliche Ereignisse, Krampf-ähnliche Ereignisse und rekurrente tonische Entladungen 
unterschieden (siehe [16], Abb. 3; siehe [17], Abb. 1). Krampf-ähnliche Ereignisse und 
rekurrente tonische Entladungen wurden ausschließlich in der 95%-Gruppe beobachtet, 
SD-ähnliche Ereignisse besonders in der 20%-Gruppe. In der 60%-Gruppe gab es 
keine epileptiforme Aktivität (siehe [16], Tab.1). OHSK, die während des 
Beobachtungszeitraumes epileptiforme Aktivität zeigten, wurden für die Auswertung der 
Feldpotentialeigenschaften nicht verwendet und bezüglich des Zelltodes gesondert 
ausgewertet, um eine Interferenz zwischen sauerstoffinduziertem und durch 
epileptiforme Aktivität bedingtem Zellschaden zu vermeiden. 
 
Erhöhte Sauerstoffspannungen führen zu Zelltod 
Die Abnahme der Feldpotentialamplitude und die Zunahme der Feldpotentiallatenz 
werden in Hypoxie-Experimenten häufig als Hinweise auf zugrunde liegende strukturelle 
Zellschäden angesehen. Um diese direkt nachzuweisen, erfolgte im Anschluss an das 
elektrophysiologische Experiment eine Anfärbung mit dem Zellschädigungsmarker PJ. 
Die Fluoreszenzintensität war in allen Regionen, d.h. CA1, CA3 und Gyrus dentatus, 
der 60%-Gruppe und 95%-Gruppe gegenüber der 20%-Gruppe signifikant erhöht. Die 
höchsten Werte fanden sich in der 95%-Gruppe (siehe [16], Abb. 4). Die Anfärbung war 
in der Pyramiden- und Körnerzellschicht, die beide hauptsächlich Nervenzellkörper 
enthalten, besonders ausgeprägt. Dies deutet auf einen im Wesentlichen neuronalen 
und nicht glialen Zelltod hin. OHSK, die zuvor epileptiforme Aktivität zeigten, 
unterschieden sich bezüglich der PJ-Fluoreszenzintensität nicht von denen, die keine 
epileptiforme Aktivität zeigten.  
 
Die Abnahme der Amplitude reizinduzierter Feldpotentiale unter erhöhter 
Sauerstoffspannung ist zum Teil reversibel  
Zur Beantwortung der Frage, ob die mit erhöhten Sauerstoffspannungen assoziierte 
Abnahme der Feldpotentialamplitude eine reversible Komponente beinhaltet, wurde in 
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einem zusätzlichen Experiment die Sauerstoffspannung in 30-Minuten-Intervallen 
zwischen 20 % und 95 % variiert. Während der Begasung mit 20 % kam es zu einer 
Zunahme der Amplitude. Nach dem Wechsel zur Begasung mit 95 % folgte eine 
darüber hinausgehende Abnahme, die bei erneutem Wechsel auf 20 % nur teilweise 
reversibel war (siehe [16], Abb. 5).  
Während des Experimentes fiel auf, dass in 5 von 7 OHSK SD-ähnliche Ereignisse 
auftraten. Wie aus Tab.1 hervorgeht, wurden SD-ähnliche Ereignisse häufiger während 
der 20%-Sauerstoff-Phasen, besonders gegen Ende, oder unmittelbar im Anschluss an 
diese während der ersten Minuten unter 95%-Sauerstoffspannung beobachtet. 
 
Tab. 1: Auftreten von SD-ähnlichen Ereignissen in Abhängigkeit von der Sauerstoffspannung bei 
wiederholtem Umschalten der Begasung 
 20 % O2 95 % O2 20 % O2 95 % O2 20 
% 
OHSK 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1              
2         r    s 
3              
4    s          
5         r     
6  r r r    r r s   r 
7          r    
Eingeteilt nach der Sauerstoffspannung ist das Auftreten reizinduzierter (r) oder spontaner (s) SD-
ähnlicher Ereignisse in den 7 untersuchten OHSK im Verlauf dargestellt. Die Doppelpulsreizung erfolgte 
alle 10 min. Nach jeweils 30 min, im Anschluss an die jeweils 3. Reizung, wurde die Begasung 
umgeschaltet. 
 
Reoxygenierung mit erhöhten Sauerstoffspannungen nach Hypoxie reduziert die 
Zellschäden in OHSK nicht, sondern verstärkt sie 
Nachdem ein zellschädigender Einfluss erhöhter Sauerstoffspannungen in OHSK 
gezeigt werden konnte, ergab sich die Frage, ob im Gegensatz dazu die 
Reoxygenierung mit erhöhten Sauerstoffspannungen im Anschluss an eine Hypoxie 
protektiv wirkt. Auf Basis dieser plausiblen Annahme erfolgt die therapeutische 
 12
Anwendung bei perinataler Asphyxie in Form 100%iger Sauerstoffventilation. In einem 
Kooperationsprojekt mit Graulich et al. (Abt. f. Neonatologie) konnte nachgewiesen 
werden, dass die Zellschäden unter Reoxygenierung mit 85%-Sauerstoffspannung 
gegenüber denen mit 19%-Sauerstoffspannung deutlich erhöht sind. Die Experimente 
wurden in einem sauerstoffeinstellbaren Inkubator durchgeführt und waren somit 
unabhängig von Störfaktoren, die durch die elektrophysiologische Messkammer bedingt 
sind. Die Zellschäden wurden mit zwei Methoden, der Laktatdehydrogenase-Aktivität 
und der PJ-Fluoreszenzintensität, unabhängig voneinander bestimmt. Beide Methoden 
lieferten übereinstimmende Ergebnisse (siehe [18]).      
 
Anhaltende epileptiforme Aktivität führt auch unter 20%-Sauerstoffspannung zu 
Zellschäden in OHSK 
Die zellschädigende Wirkung anhaltender epileptiformer Aktivität im Niedrig-Mg2+-
Modell in OHSK wurde unter 95%-Sauerstoffspannung nachgewiesen [9]. Es stellte sich 
daher die Frage, ob die erhöhte Sauerstoffspannung eine notwendige Bedingung für 
diese Zellschäden darstellt. Analog zur Untersuchung von Kovács et al. wurden deshalb 
OHSK, die bei Abwesenheit von Mg2+-Ionen im Perfusionsmedium im Durchschnitt 51 
min (± 6 min) epileptiforme Aktivität zeigten, mit nicht-epileptiformen OHSK verglichen, 
die mit Mg2+-haltigem artifiziellem Liquor perfundiert wurden. Im Gegensatz zur 
Voruntersuchung von Kovács et al. wurde mit 20%-Sauerstoffspannung begast. Es fand 
sich, wie in der Voruntersuchung, eine signifikant erhöhte PJ-Fluoreszenzintensität in 
allen drei Regionen (CA1, CA3, Gyrus dentatus) der OHSK mit anhaltender 
epileptiformer Aktivität (siehe [17]). Eine Auffälligkeit bestand darin, dass in 12 von 14 
OHSK das initiale epileptiforme Ereignis nach Auswaschen von Mg2+ ein SD-ähnliches 
Ereignis war. 
 
SD-ähnliche Ereignisse sind unter 20%-Sauerstoffspannung reliabel in OHSK 
auslösbar 
Bereits in den vorangegangenen Experimenten fiel eine Neigung zu reizinduzierten und 
auch spontanen SD-ähnlichen Ereignissen bei Begasung mit 20%-Sauerstoffspannung 
auf. Diese Beobachtung wurde um eine systematische Untersuchung ergänzt. Das Ziel 
bestand darin, SD- ähnliche Ereignisse vom Auftreten anderer Typen epileptiformer 
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Aktivität zu isolieren, um schließlich das spezifische zellschädigende Potential SD-
ähnlicher Ereignisse festzustellen. 
In 64 % der 61 getesteten OHSK konnten durch repetitive (2-200 Pulse, 20 Hz) 
antidrome Reizung im Alveus/Stratum oriens unter 20%-Sauerstoffspannung SD-
ähnliche Ereignisse in den Strata pyramidale und radiatum der CA1-Region ausgelöst 
werden (siehe [19]). SD-ähnliche Ereignisse erfüllten wesentliche SD definierende 
Kriterien:  
a) ausgeprägte transiente negative Verschiebung des Feldpotentials: 
Amplitude: 31,1 ± 1,0 mV, halbmaximale Dauer: 21,9 ± 1,6 s, assoziiert 
mit einer intrazellulären Depolarisation (siehe [19], Abb. 2) 
b) ausgeprägte Ionenumverteilung: Maximum der extrazellulären 
Kaliumkonzentration: 49,3 ± 4,9 mM, Minimum der 
Calciumkonzentration: 0,3 ± 0,1 mM (siehe [19], Abb. 2) 
c) Ausbreitung vom Stratum pyramidale der CA1-Region in die Strata 
radiatum und oriens sowie teilweise in die benachbarten Regionen CA3 
und Subiculum mit einer mittleren Ausbreitungsgeschwindigkeit von 
3,26 ± 0,14 mm/min (siehe [19], Abb. 3)  
d) Sensitivität gegenüber Glutamat-Rezeptor-Antagonisten 
Nicht komplett erfüllt war das Kriterium der Unterdrückung jeglicher spontaner und 
reizinduzierter neuronaler Aktivität während einer SD, weshalb die Bezeichnung „SD-
ähnliches Ereignis“ gewählt wurde. Reizinduzierte und spontane 
Summenaktionspotentiale sowie analog dazu die intrazellulär gemessenen 
Aktionspotentiale wurden unterdrückt, während postsynaptische Feldpotentiale und 
intrazelluläre postsynaptische Potentiale spontan und reizinduziert auftraten (siehe [19], 
Abb. 2). Das Muster dieser schnellen Potentiale, die die Feldpotentialänderungen SD-
ähnlicher Ereignisse überlagerten, erinnerte an Krampf-ähnliche Ereignisse mit initial 
tonischer und später klonischer Komponente. 
 
Repetitive SD-ähnliche Ereignisse führen zu Zellschäden in OHSK  
Unter Verwendung der beschriebenen Methode wurden SD-ähnliche Ereignisse mit 
einem Intervall von 10-15 min wiederholt ausgelöst. Im Verlauf wurden die 
elektrophysiologischen Charakteristika von SD-ähnlichen Ereignissen und die 
 14
Amplitude des reizinduzierten Feldpotentials sowie im Anschluss die PJ-
Fluoreszenzintensität zur Bestimmung von Zellschäden analysiert. 
Bezüglich elektrophysiologischer Charakteristika von SD-ähnlichen Ereignissen zeigten 
sich eine kontinuierliche signifikante Zunahme der Dauer sowie eine Abnahme der 
Amplitude des negativen Feldpotentials (siehe [19], Abb. 4). Als Zeichen einer 
leichteren Auslösbarkeit von SD-ähnlichen Ereignissen fanden sich eine Abnahme der 
Latenz und eine Abnahme der Pulsschwelle. Die zunehmende Dauer von SD-ähnlichen 
Ereignissen und die damit einhergehenden Ionenverschiebungen weisen auf eine 
kontinuierliche Einschränkung der Kompensationsmechanismen von Glia- und 
Nervenzellen hin. Als Zeichen einer neuronalen Funktionsstörung konnte eine Abnahme 
sowohl der orthodromen als auch der antidromen Feldpotentialamplitude gezeigt 
werden (siehe [19], Abb. 4). Schließlich gelang der Nachweis erhöhter 
Fluoreszenzintensität, die in den Regionen besonders ausgeprägt war, die zuvor SD-
ähnlichen Ereignissen ausgesetzt waren (siehe [19], Abb. 5).  
 
Diskussion 
Bezüglich der in der Einleitung aufgeworfenen Fragen ergeben sich aus den 
Versuchsreihen die folgenden Antworten:  
a) Erhöhte Sauerstoffspannungen führen per se zu Zellschäden in OHSK, 
die durch elektrophysiologische Parameter und die PJ-
Fluoreszenzintensität bestimmt wurden. Die 20%-Sauerstoffspannung, 
die einem Sauerstoffpartialdruck im Gewebe von ca. 60-120 mmHg 
entspricht, erscheint optimal. Das Ausmaß der Zellschäden ist bei einer 
Sauerstoffspannung von  60 % mäßig und bei einer 
Sauerstoffspannung von 95 % deutlich erhöht. Eine Dosis-Wirkungs-
Beziehung zwischen Sauerstoffpartialdruck und Ausmaß der 
Zellschäden lässt sich vermuten. 
b) Die Reoxygenierung mit erhöhten Sauerstoffspannungen nach 
neuronaler Hypoxie verstärkt die hypoxiebedingten Zellschäden in 
OHSK, die durch die LDH-Aktivität und die PJ-Fluoreszenzintensität 
bestimmt wurden. 
c) Erhöhte Sauerstoffspannungen sind keine notwendige Bedingung für 
Zellschäden infolge anhaltender epileptiformer Aktivität in OHSK.  
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d) SD-ähnliche Ereignisse treten in OHSK unter 20%-Sauerstoffspannung 
verglichen mit höheren Sauerstoffspannungen gehäuft auf und lassen 
sich zuverlässig durch repetitive antidrome Reizung im Alveus/Stratum 
oriens auslösen und somit von anderen Typen epileptiformer Aktivität 
isolieren. Wiederholt ausgelöste SD-ähnliche Ereignisse haben 
Zellschäden in OHSK zur Folge, die durch elektrophysiologische 
Parameter und die PJ-Fluoreszenzintensität bestimmt wurden.  
Grundsätzlich wird die Aussagekraft bezüglich der Übertragbarkeit der Ergebnisse auf 
die humane in vivo Situation eingeschränkt durch Unterschiede zwischen den Spezies, 
präparations- und kultivierungsbedingte strukturelle Veränderungen (z.B. abnorme 
Konnektivität [6]) und möglicherweise kultivierungsabhängiger Vulnerabilität gegenüber 
Sauerstoffveränderungen. 
Trotz dieser Unterschiede im Gewebe finden sich interessante Übereinstimmungen zu  
Ergebnissen aus vorangegangenen in vivo Untersuchungen, die sich mit erhöhten 
Sauerstoffspannungen im Gehirn beschäftigten. Erhöhte Sauerstoffspannungen 
entstehen im kindlichen Hippokampus, wenn im Rahmen einer  Wiederbelebung bei 
perinataler Asphyxie mit 100 % Sauerstoff ventiliert wird. Der daraus resultierende 
Sauerstoffpartialdruck im Hippokampus ist nicht bekannt. Indirekte Hinweise ergeben 
sich aus Messungen des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks in Neugeborenen und in 
Tiermodellen sowie aus intraoperativen Messungen im Hirngewebe von Erwachsenen. 
Diese Messungen zeigten einen variablen Sauerstoffpartialdruck zwischen 100 und 350 
mmHg unter 100%iger Sauerstoffventilation (siehe [18]). Demgegenüber liegt der 
Sauerstoffpartialdruck unter normoxischen Bedingungen, basierend auf Tiermodellen 
und intraoperativen Messungen bei Erwachsenen, unterhalb von 100 mmHg [20, 21]. 
Die in OHSK durchgeführten Sauerstoffmessungen zeigen, dass mit Werten zwischen 
60 und 120 mmHg bei 20%-Sauerstoffspannung eine näherungsweise physiologische 
normoxische Situation erreicht wird, während mit Werten zwischen 550 und 670 mmHg 
bei 95%-Sauerstoffbegasung eine hyperoxische Situation vorliegt, die über diejenige 
unter 100%iger Sauerstoffventilation hinausgeht. Werte dieser Größenordnung wurden 
in Tiermodellen bei  Überdruckbeatmung mit 100%iger Sauerstoffventilation gemessen 
[22], einer Therapie, die z.B. bei Dekompressiontraumata indiziert ist. Eine bekannte 
Nebenwirkung dieser Therapie sind Krampfanfälle [23]. In Übereinstimmung damit 
wurde in OHSK gehäuft epileptiforme Aktivität unter erhöhter Sauerstoffspannung 
beobachtet. Letztlich bietet sich die OHSK als ein System an, in dem die 
 16
Pathophysiologie hyperoxieinduzierter Krampfäquivalente und 
Schädigungsmechanismen weiter untersucht werden kann. Die zellschädigende und 
epileptogene Wirkung erhöhter Sauerstoffspannung wird auf eine Vermehrung von 
Sauerstoffradikalen, insbesondere NO [24], zurückgeführt. Daraus resultieren eine 
Glutamat- und Aspartat-vermittelte Exzitotoxizität [25] und eine Störung des 
Elektronentransports der Atmungskette mit darauf folgender ATP-Verarmung [26], Lipid- 
und Proteinoxidation [27] und Steigerung der intrazellulären Ca2+-Konzentration über 
Ryanodine-Rezeptoren [28], L- und P-Ca2+-Kanäle [29]. 
Bereits in vorangegangenen tierexperimentellen Arbeiten wurden indirekt Zellschäden 
durch hyperoxische Reoxygenierung nach Asphyxie beschrieben (siehe [18]). Die 
Versuchsreihe in OHSK konnte nun die Zellschäden mittels Bestimmung der LDH-
Aktivität und PJ-Fluoreszenzintensität direkt nachweisen.   
Bezüglich der zellschädigenden Wirkung anhaltender epileptiformer Aktivität im Niedrig-
Mg2+-Modell konnten die Ergebnisse von Kovács et al., die unter 95%-
Sauerstoffspannung gewonnen wurden, auch unter 20%-Sauerstoffspannung 
reproduziert werden. Somit ist die erhöhte Sauerstoffspannung keine notwendige 
Bedingung für Zellschäden infolge anhaltender epileptiformer Aktivität. Der 
Schädigungsmechanismus von Krampf-ähnlichen Ereignissen umfasst eine Störung der 
mitochondrialen Funktion durch intramitochondriale Ca2+-Akkumulation mit einem 
Versagen der NADH-Produktion und schließlich dem vermehrten Auftreten von 
Sauerstoffradikalen mit Folgeschäden [10, 11].  
Unter normoxischen Bedingungen gelang es erstmals in OHSK, SD-ähnliche Ereignisse 
ohne artifizielle Veränderung des Perfusionsmediums durch repetitive elektrische 
Stimulation ausreichend zuverlässig und wiederholt auszulösen. In Voruntersuchungen 
unter der üblichen 95%-Sauerstoffspannung wurde das Niedrig-Mg2+-Modell benutzt 
oder NaCl durch NaAcetat ersetzt, um die Erregbarkeit des neuronalen Gewebes zu 
steigern [9, 30]. Die normoxische Bedingung könnte über eine verminderte Na+-K+-
ATPase Aktivität infolge verminderter ATP-Produktion stimulationsassoziiert zu höheren 
extrazellulären K+-Konzentrationen führen und dadurch die Erregbarkeit steigern (siehe 
[19]). Zu betonen ist, dass die normoxische Bedingung der physiologischen in vivo 
Situation am ehesten entspricht und deshalb für Untersuchungen des 
Schädigungspotentials von SD-ähnlichen Ereignissen im kindlichen Hippokampus 
optimal geeignet erscheint.  
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Die zellschädigende Wirkung von wiederholt auftretenden SD-ähnlichen Ereignissen 
konnte in normoxischen OHSK unter Verwendung der beschriebenen Methode 
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu führten wiederholte SD im gesunden 
Hippokampus von adulten Tieren nicht zu Zellschäden [31]. Diese sind für adulte Tiere 
ausschließlich im vorgeschädigten, z.B. hypoxischen, Hippokampus beschrieben [32]. 
Folgende Interpretationen des Ergebnisses in OHSK sind denkbar: a) die Zellschäden 
sind auf die fehlende Unterdrückung spontaner postsynaptischer an Krampfäquivalente 
erinnernder Aktivität zurückzuführen, die in SD normalerweise nicht auftritt, b) OHSK 
entsprechen aufgrund der Präparation und Kultivierung einem vorgeschädigtem 
Hippokampus und c) der kindliche Hippokampus verfügt grundsätzlich über unreife 
Kompensationsmechanismen und ist deshalb anfälliger für das Auftreten von SD und 
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